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Recenzja pracy doktorskiej mgr Piotra Jana Machtela pt. "Opracowanie metody identyfikacji

ryboprzel4cznik6w bakteryjnych z wykorrystaniem wysokoprzepustowego sekwencjonowania
(Term-SHAPE-seq) oraz zestawu metod nacelowanych na analizg ich struktury i akfywnoSci
transkrypcyjnej"

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Piotra Jana Machtela zostala wykonana pod

kierunkiem dr hab. Kamilli B4kowskiej-Zywickiej w Zespole Transkryptomiki Funkcjonalnej

Instytutu Chemii Bioorganicmej PAN w Poznaniu. Mgr Machtel jest pierwszym autorem pracy

przegl4dowej w I Appl. Genet. (2016), wsp6lautorem publikacji w FEBS Open Bio. (2016) oraz

pierwszym wsp6lautorem manuskryptu (obecnie w bazie BioRxiv i w trakcie recenzjiw Sci. Rep.).

Prawidlowe funkcjonowanie wszystkich organizm6w, takze jednokom6rkowych, wymaga

Scislej koordynacji ekspresji gen6w, szczeg6lnie podczas adaptacji do zmieniaj4cych sig warunk6w.

Odbywa sig to gl6wnie przez regulacjg transkrypcji, wydajnoSci dojrzewania i stabilnoSci 6RNA,
przebiegu translacji oraz poziomu, wlaSciwoSci (modyfikacje) i stabilnoSci bialek. W kom6rkach

bakteryjnych jeden z mechanizm6w regulacji polega na wykorzystaniu ryboprzel1cznik6w, kt6re

poprzez wiqzanie swoistych ligand6w maj4 wplyw na strukturg cz4steczek mRNA, co umo2liwia

specyficzne oddzialywanie z szeregiem czynnik6w bialkowych lub regulatorowych czqsteczek

ncRNA. W swojej pracy doktorskiej mgr Machtel podj4l sig opracowania wyskoprzepustowego

podejdcia identyfikacji ryboprzel4cznik6w transkrypcyjnych, kt6re opiera sig na pol4czeniu dw6ch

znanych jtZ wczeSniej technik, Term-seq i SHAPE-seq. W rezultacie nowa metoda, adekwatnie

nazwana Term-SHAPE-seq, pozwala naWznaczenie miejsc przedwczesnej terminacji transkrypcji

oraz struktury drugorzgdowej RNA tworz1cej ryboprzel1cznik Gl6wne osi4gnigcia wynikajqce z

przeprowadzonych badan polegaly przede wsrystkim na opracowaniu, zoptymalizowaniu i
zastosowaniu Term-SHAPE-seq do wyszukania i zbadania wlaSciwoSci ryboprzel4cznik6w

transkrypcyjnych u Bacillus subtilis. W rezultacie wykryto i zweryfikowano istnienie nowego

ryboprzelqcznika w sekwencji 5' UTR genuyfmG oraz okreslono jego parametry biochemiczne i
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struktlralne, wykorzystuj4c podejScia przetestowane wcze6niej w pracy dla lepiej poznanego

ryboprzel4cznika SAM metE. Ciekawe s4 r6wnie2 obserwacje, 2e ryboprzel4czniki tego samego

typu (w tym przypadku klasy SAM-I) reguluj4ce ekspresjg roimych gen6w czy operon6w cechuj4

sig r62nym profilem aktywnoSci na skutek braku ligandu (metioniny) oraz 2e poziom indukcji nie

przeklada sig bezpo6rednio na zmiang ekspresji regulowanego genu/operonu.

W pracy zastosowano zar6wno standardowe metody biologii molekularnej i biochemii

d'otycz4ce analizy kwas6w nukleinowych, jak i specjalisty czne i zaavtatsowane techniki, r6wnie2

wysokoprzepustowego sekwencjonowania, slu24ce do badari oddzialywania cz4steczek RNA-ligand

oraz struktury drugorzgdowej RNA ir vitro i in vrvo (SHAPE). U2ycie tych technik bylo moZliwe

dzigki ekspertyzie dostgpnej w laboratorium Kamilli B4kowskiej-Zywickiej oraz w Instytucie

Chemii Bioorganicznej PAN. Praca zawiera wszystkie niezbgdne czgsci i zostala przygotowana w

spos6b umo2liwiajqcy ztozumienie omawianych zagadnieh i wykonanych badaf. Rozprawa jest

napisana po polsku, poprawnie, w spos6b jasny i przejrzysty, bogatym i nawet czasem ozdobnym

jgzykiem, a blgdy czy niezrgcznoSci jgzykowe s4 nieliczne. Dysertacja jest starannie opracowana i

ujgta pod wzglgdem struktury i zawarto5ci, a takZe edytorskim, ale mogtaby byi bardziej zwigzla.

W obszemym i usystematyzowanym wstgpie autor wyczerpujqco przedstawil tematykg

zwi4zan4 z regdacj4 ekspresji gen6w w organizmach bakteryjnych, czasem nawet nadmiemie

szczeg6lowo i na zbyt podstawowym poziomie (np. tre3i pocz4tkowych rozdzial6w 2.1.1-2.1.3,

l4cznie z przedstawieniem dzialaria operonu lacZYA). Z kolei doglgbne om6wienie terminacji

transkrypcji bakteryjnej polimerary RNA oraz regulatorowych funkcji czqsteczek RNA, w

szczeg6lnoSci ryboprzel4cznik6w, i ich wlaSciwo5ci, poparte informatywnymi i obficie

ilustrowanymi przykladami regulacji jest bardzo przydatne i przyczynia sig do lepszego

zrozumienia problematyki i zakresu badah zawartych w pracy. Bardzo sympaty czna jest lakie

k6tka opisowa historia dziej6w RNA w rozdziale 2.2.1. Z perspektywy osoby zajmujqcej sig

zbli2on4 tematykq w kom6rkach eukariotycznych brakuje moZe zwigzlego podkreSlenia

specyficmo5ci omawianych w pracy typ6w regulacji dla kom6rek bakteryjnych. Niekt6re elementy

omawianych mechanizm6w (np. przelqczniki typu TTP) s4 obecne u eukariota, ale s4 zdecydowanie

rzadziej spotykane, jest to co prawda om6wione w rozdziale 2.2.4.2, ale przydaloby sig bardziej

stanowcze uwydatnienie tych r62nic.

Cele pracy s4 jasno i precyzyjnie sformulowane i dokladnie okeSlaj4 zakes planowanych

doSwiadczeri, aczkolwiek s4 ujgte zbyt obszemie i opisowo. Przede wszystkim przedstawienie

technicznych szczeg6l6w nie jest wladciwe w rozdziale dotycz4cym cel6w pracy. CzgS6 zawarto6ci

tego rozdziafu zdecydowanie lepiej pasuje do sekcji wynik6w, jako uzasadnienie i wyja6nienie

konkretnych etap6w pracy do3wiadczalnej. Materiaty i metody sq zaprezeriowane poprawnie i

kompetentnie, jednak wiele element6w technicmych zamiast w tej sekcji znajduje sig w rozdzialach
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poSwigconych wynikom, brakuje tak2e kilku istotnych informacji (wymienione w uwagach

szcze96lowych).

Czgdi opisujqcq wyniki doSwiadczalne pol4czono z ich dyskusj4, co jest uzasadnione w

przypadku pracy o charakterze metodologicznym i skladaj4cej sig w kilku zadan. Wyniki sq

przedstawione niezwykle skrupulatnie, ze szczeg6lnym uwzglgdnieniem konkretnych procedur i z

wyczerpuj4cymi wyjadnieniami ulatwiaj4cymi przeSledzenie kolejnych etap6w. Potrzeba

dokladnego ujgcia strony technicmej pracy poSwigconej opracowaniu nowej metody jest

zrontmiala, jednak jak na potrzeby dysertacji doktorskiej jest to potraktowane w spos6b zbyt

opisowy, brakuje rzeczowoSci i pewnej dyscypliny naukowej, na skutek czego praca jest

nadmiemie rozbudowana i rozwlekla. Wiele szczeg6l6w eksperymentalnych powinno byd raczej

umieszczone w czgSci Materialy i Metody, arue przy omawianiu wynik6w.

Na podstawie rezultat6w pierwszego sekwencjonowania Term-SHAPE-Seq autor wnioskuje,

2e powiodlo sig wykrycie zachodzenia przedwczesnej terminacji transkrypcj i, co moze 5wiadcry6 o

regulacji ekspresji z ,tdzialem ryboprzel4cznik6w transkrypcyj nych. ZaloZenia metody zostaly

potwierdzone przez identyfikacjg znanych struktur tego typu. Pytanie, ile z ryboprzet4cznik6w

scharakteryzowanych dotychczas v B. subtilis zostalo wykrytych przy pomocy Term-SHAPE-Seq,

nie znalazlam takiej informacji w pracy. Ponadto, dzigki zastosowaniu modyfikacji RNA z u2yciem

NAI udalo sig uzyska6 informacje dotycz4ce struktury badanych cz4steczek RNA. Za poprawnoSci4

tych danych przemawiaj4 \rygenerowane na ich podstawie struktury drugorzgdowe tRNAm' i 55

RNA. Ciekawe jak zgodnoS6 ta wygl4da dla cz4steczek mRNA o mniej stabilnych i zdefiniowanych

a bardziej zmiennych strukturach? Nie jestem pewna czy takie dane sq dostgpne dla mRNA B.

subtilis, ale strukIury niekt6rych mRNA zapewne byly badane i warto pokusid sig o por6wnanie. W

przypadku E. coli analiza wysokoprzepustowa struktur RNA przy uzyciu SHAPE ujawnila wiele

ciekawych informacji dla cz4steczek mRNA (Mustoe el al., Cell,2018). Wyszukiwanie nowych

potencjalnych ryboprzel4cznik6w zostalo om6wione na dw6ch przykladach (srlXw operonie asnIl

i w rejonie 5'UTR genu yfmc). Czy tylko te dwie sekwencje zostaly zidentyfikowane jako

potencjalne ryboprzelqczniki, to doSd skomna liczba, wydaje sig,2e odpowiednia analiza danych

powinna wyloni6 znacznie wigcej takich przypadk6w, mimo zastosowania sekwencjonowania o

Sredniej przepustowoSci. Mylqce s4 sprzeczne stwierdzenia doty czqce srlX, pierwsze to ,,Pierwszym

kandydatem na ryboprzelqcznik jest sekwencja liderowa srX" (str.77), a drugie ,,(... ) zdaje sig by6

malo prawdopodobne by region srlX pelnil funkcjg ryboptzel4cznika". Proszg o komentarz w tej

kwestii. Obecnoit, ryboprzelqcznika w rejonie 5'UTR genu y/er G zostala zweryfikowana pod k4tem

strukturalnym i funkcjonalnym z zastosowaniem dw6ch z trzech wcze3niej przetestowanych metod,

jednak nie udalo sig ustalii natury ligandu wiqz4cego tQ strukturg. Czy a$or ma jakieS

przypnszczenia co do mo2liwych ligand6w innych ni2 testowane?

Z kolei wnikliwa analiza danych dotyczqcych indukcji ryboprzel1cznik6w SAM-I
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doprowadzila do konkluzji, 2e profil indukcji jest swoisty dla kazdego z gen6doperon6w, mimo Ze

regulacja jest oparta o ten sam typ ryboprzel4czrrka. Okazalo sig, Ze dynamika indukcji jest

powiqzana z frzjologicznym znaczeniem tych gen6w w metabolizmie metioniny, siarki i
pokrewnych szlak6w, czyli najsilniej sze zmiany zachodz4 dla czyru:ik6w bezpodrednio

zaangazowanych w odpowiedz na brak metioniny. Czy widoczna jest korelacja migdzy poznanymi

strukturami ryboprzel4cznika obecnymi w kaZdym z gen6w, sil4 oddziaiywania z ligandem i
stopniem indukcji? Cry jest mo2liwe przelo2enie wsp6lczynnika IR na zmiany syntezy

poszczeg6lnych bialek, np. na podstawie dostgpnej literatury?

ostatnia czqi6 pracy dotyczy modyfikacji usprawniaj qce| analizQ aktywnosci transkrypcyjnej

ryboprzelqcznik6w poprzez wprowadzenie dodatkowego etapu cigcia transkrypt6w przy udziale

RNaa'H. Optymalizacja reakcji w warunkach in vitro opisana szczeg6lowo w rozdziale 4.4.1 jest

tak naprawdg zbgdna, poniewa? jest to bardzo dobrze opisane podejScie, ponadto zastosowanie tego

etapu dla calkowitego RNA wyizolow atTego z bakterii stwarza zupelnie innq sytuacjg, co takize

zatwaZa sam autor. Szkoda, 2e nie zastosowano etapu denaturacji podczas procedury ciEcia RNazQ

H w warunkach ex vivo, co zapewne zwigkszyloby wydajnosd reakcji. w przeciwieristwie do

zbgdnych element6w technicznych w poprzednich rozdzialach wynik6w, opis metody ddpcR jest

jak najbardziej na miejscu, poniewaz jest to podejscie mniej znane i rzadziej wykor4;stywane.

Zastosowanie tej techniki jest w pelni wladciwe, poniewaZ pozwolilo na okeslenie bezwzglgdnego

poziomu badanych transkrypt6w z dtt24 cz;.;/,osci4. czy pr6bowano wigc wymacry(, t4 metod4

stgzenie czqsleczek mRNA yrjrl i yoaDCB, kt6rych ilos6 byla zbyl niska do detekcji metod4 RT-

qPCR? Mogtoby to pokazac, czy faktycznie ddPCR jest bardziej czttly i nadaje siE do detekcji

transkrypt6w o slabej ekspresji. Por6wnanie wsp6lczynnik6w indukcji uzyskanych obiema metodami

(RT-qPCR i ddPCR) pokazalo, 2e wyniki nie s4 do ko6ca sp6jne, czy autor m6glby jednoznacznie

oceni6, kt6ra metoda jest bardziej wiarygodna? Ponadto, dziwi trochg wykonanie jednego

powt6rzenia biologicznego eksperyment6w z firyciem ddPCR (wnioskujg to na podstawie braku

analizy statystycznej).

Dyskusja uzyskanych wynik6w po ka:zdym z kolejnych zadah w osobnych rozdzialach jest

wnikliwa i rzeczowa. Zawiera przede wsrystkim podsumowarie rezultat6w i skupia sig na

technicznej stronie eksperyment6w, co jest zrozumiale w pracy o charakterze metodologicznym.

Jednak w zbyt dtirym stopniu pokrywa sig z sekcjq wynik6w i brakuje trochg bardziej generalnych

wniosk6w. Kofcowe podsumowanie pozwala na bardziej caloSciowe spojrzenie na osi4gnigcia

uzyskane w pracy, chociaZ powinno by(, bmdziej zwigzle i sp6jne, a w mniejszym stopniu powiela6

informacje znajduj4ce sig w streszczeniu i wynikach. Ciekawq propozycj4 s4 plany zastosowania

nowego podejScia do zbadania regulacji przez ryboprzel4czniki u bakterii o ztaczeniLrt klinicznym,

czyli Staphylococcus aureus opomej na metycykling.

4



Podsumowujqc, autor wykonal solidnq pracP doSwiadczaln4, eksperymenty zostaly

przeprowadzone w spos6b zaplanowany i skrupulatny, aczkolwiek nie udalo sig unikn4i pewnych
bl9d6w i uproszczeri. warto podkredril, ze przeprowadzone badania wyma gai4 dfiej
systematycznoSci, dokladnoici i sprawnoSci eksperyrnentalnej. Przede wszystkim autor wykazal, ze

opracowana przez niego metoda Term-SHApE-Seq mo2e sluzyd do wykrywania

ryboprzelqcuik6w transkrypcyjnych i innych strukturalnych element6w regulatorowych oraz do
badania dynamiki ich dzialania. Zaprezentowane w pracy wyniki zastosowania Term-sHApE-Seq
nie s4 w pelni satysfakcjonujqce, bo powiodla sig w rezultacie identyfikacja i weryfikacja tylko
jednego fi.rnkcjonalnego ryboprzel4cznika, co jednak dwiadczy o potencjale tego podejdcia. Autor
logicznie wyjasnil przyczyny takiego stanu rzecry i zaproponowal przebieg dalszego postgpowania.

Jak sam sugeruje, konieczna jest dalsza optymalizacja i udoskonalenie tego podejscia aby byto
bardziej wydajne i wiarygodne.

Dysertacja pana mgr Machtela jest na wysokim poziomie i swiadczy o jego samodzielnodci i
dojrzalodci naukowej. Praca spelnia ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim,
wnioskujg zatem do Rady Instytutu chemii Bioorganicznej pAN o dopuszczenie pana mgr piotra

Jana Machtela do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Uwagi szczeg6lowe'.

1 . Wstgp, str 21, co oznacza ,,polimeraza RNA zaczyna oddzialywal z RNAp,,?, to
prawdopodobnie przejEzy czenie.

3. Eksperyment w rozdziale 4.1.2. wykonano przy pomocy p6lilosciowych i ilosciowych reakcji
RT-PCR, a wsp6lczynnik indukcji ryboprzelqcznik6w zostal policzony na podstawie r62nicy
poziomu formy FL i r . czy transkrypty te, choiby niekr6re z nich, mo2na wykry6 technik4

Northem blot, co pozwoliloby na bezpoSredni4 detekcje obu form? Czy jest mo2liwe zastosowanie

innej metody wykrywania i ptzeliczania ilo6ci tych transkrypt6w. Ograniczenia spowodowanego

r62nicowym sposobem okedlania stg2enia cz4steczek nie niweluje zastosowane p6iniej w pracy

udoskonalenia polegajqce na cigciu mRNA przez RNazg H i zastosowaniu tachniki ddpcR.

4. Rys 13. Warto byloby przedstawi6, kt6re wyniki s4 istotne statystycz e.

5. Str 72. Nukleofil nie jest odczynnikiem tylko grup4 chemiczn4 kt6ra jest donorem elektronu; w

przypadku reakcji acylacji RNA przez NAI nukleofilem (ak to zwykle bywa dla RNA) jest grupa

2'OH w rybozie, a NAI ma wlaSciwoSci elektrofilityczne.

6. Str 72. JakoSd pr6bek RNA przed przygotowaniem bibliotek powinna byd sprawdzona przy

uzyc iu urz4dzenia Bioanalizer.

7. Str 74. Nie jest dobrze wyjaSnione na czym polegaj4 charakterystyczne dla ryboprzel4cznik6w

sygnatury (wiadczqce o zachodzeniu mechanizmu przedwczesnej terminacji. OczywiScie moima sig

latwo domydle6 o co chodzi, ale przydaloby sig ja(niejsze objaSnienie. 
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8. Str 76. Czy struktura drugorzgdowa 55 RNA jest zgodna z opublikowang, nie jest to
wspomniane.

9. Rys 23,25,28A,32A,33A, 40 nie s4 konieczne w pracy doktorskiej.

10. Rys 44. W tym eksperymencie naleinlo przeprowadzid dodatkow4 kontrolg polegajqcq na

przeprowadzenht calej reakcji bez obecnoSci RNazy H, jest to niezbyt waima kontrola, ale warto

byloby j4 nobi6 dlajednego zestawu starter6w.

11. Braki w opisie niekt6rych protokol6w, szczeg6lnie jesli byly przeprowadzane ,,zgodnie z

protokolem dostarczonym przez producenta", czgsto jednak wprowadza sig pewne modyfikacje. Czy

reakcjg odwrotnej transkrypcji podczas przygotowania bibliotek wykonano tak samo jak w przypadku

analizy RNA ,tx vitro? Nie jest r6wnie2 podane w jakiej temperaturze przeprowadzano reakcjg

hybrydyzacji oligomeru DNA przed cigciem RNaz4 H. Jest to akurat doS6 istotne poniewa2 nie

udalo sig uzyska6 cigcia w warunkach ex vivo dla a2 siedmiu transkrypt6w. WigkszoS6 protokol6w

cigcia RNaz4 H uwzglgdnia etap denaturacji RNA, co znacznie zwigksza wydajnoS6 hybrydyzacji

oligomeru, a co za tym idzie takhe cigcia RNA. Autor samprzyrraje,2e nie zastosowal tego etapu.

12. Dlaczego w Tabelach 5, 6,7 i 8 oraz na Rys 61 podano wartoSci IR* bez SD lub SE? Czy

do Swiadczenie bylo wykonane tylko w j ednym powt6 rzeniu biolo gicznym?

13. Drobne pomylki, nieliczne blgdy jgzykowe, skladniowe czy liter6wki (,,termsensory",

,,ateunacja", ,,asreus", ,,|<rzywa wzrostu B. subtilis, hodowanej"; zbyt czgste stosowanie zwrotu

,,dlatego teL"; uirywanie termin6w anglojgzycznych, np. spacer zamiast N1cznik,3' linker zamiast

linker 3')

14. Spis skr6t6w jestbardziej praktyczny na pocz4tku pracy. Niekt6re skr6ty nie s4 objaSnione (np.

DFHBr).

Prof. dr hab. Joanna Kufel
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